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RESUMEN 
 
 La nicotina es un alcaloide volátil, cuyos efectos farmacológicos y 
toxicológicos se deben a que interacciona con los receptores ionotrópicos de acetilcolina, 
que por esta razón reciben el nombre de receptores nicotínicos.  
La caracterización de los receptores nicotínicos se vio facilitada por su gran 
abundancia en las sinapsis colinérgicas del órgano eléctrico del pez torpedo, que son 
análogas a las de la unión neuromuscular de mamíferos. Estos receptores y sus 
homólogos neurales son pentaméricos. El de la unión neuromuscular es el mas complejo 
de todos y consta de cinco subunidades (2α1,β1,γ,δ). Existen al menos 9 subunidades α 
y 4 subunidades β diferentes, que dan lugar a múltiples combinaciones con farmacología 
y distribución específica en el sistema nervioso.  
Los receptores neurales pueden clasificarse en dos grandes grupos, en primer 
lugar los que son inhibidos por la α-bungarotoxina, que están constituidos 
exclusivamente por subunidades α7 ó α8, pueden ser homoméricos (5α7 ó 5α8). El 
segundo grupo de los receptores nicotínicos neurales lo constituyen aquellos que no son 
sensibles a la α-bungarotoxina, pero que son estimulados por la epibatidina. Esta 
substancia es 100 veces mas potente que la morfina para inducir analgesia, lo que supone 
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nuevas perspectivas en el tratamiento del dolor. Estos receptores tienen una combinación 
variable, aunque la presencia de subunidades α4/β2, es muy frecuente.  
Los dos tipos de receptores neurales al activarse permiten el paso de iones 
Ca2+/Na+, que despolarizan la membrana y permiten estimular la secreción. Los 
receptores nicotínicos están ampliamente distribuidos en todas las áreas cerebrales con 
inervación colinérgica y su localización en las terminales nerviosas es preferentemente 
presináptica. Pueden potenciar y facilitar la propia secreción de acetilcolina, o la de 
glutamato y noradrenalina. La nicotina favorece también la liberación de dopamina en el 
estriado y uno de los mecanismos para explicar la adicción al tabaco esta basado en la 
liberación de dopamina en el núcleo accumbens al inhalar la nicotina de los cigarrillos. 
Esta amplia función potenciadora de la secreción, llevada a cabo por la acetilcolina, 
explicaría en cierto modo las graves consecuencias que se derivan de la perdida de 
neuronas colinérgicas, como es el caso de la enfermedad de Alzheimer  
 La presencia de receptores nicotínicos en terminales neurales aisladas puede ser 
estudiada por vídeo imagen, midiendo la entrada de calcio con una sonda fluorescente. 
En las mismas terminales se puede demostrar la presencia de receptores ionotropicos 
para ATP, que mediante estudios inmunohistoquímicos, demuestran contener el subtipo 
P2X3. El ATP y otros nucleótidos, junto con la epibatidina y la propia nicotina son 
capaces de inducir la liberación de acetilcolina de sinaptosomas de cerebro medio de 
rata. Estos resultados demuestran que la acetilcolina y el ATP, que están coalmacenados 
en vesículas de secreción, tienen también autorreceptores ionotrópicos funcionales en la 
misma terminal sináptica. El estudio de sus interacciones nos dará una visión mas 
completa del funcionamiento sináptico y de sus disfunciones. 
 
Palabras Clave: receptores nicotínicos, secreción, terminales presinápticas, receptores 
nucleotídicos, tabaco, adicción, Alzheimer, neurotransmision colinérgica. 
 
SUMMARY 
 
Nicotine is a volatile alkaloid that interacts with the ionotropic acetylcholine 
receptors, thus named nicotinic receptors. 
 
The nicotinic receptors are very abundant at the Torpedo electric organ 
cholinergic synapses, allowing their characterisation. These receptors are analogous to 
the mammalian neuromuscular junction, they are pentameric and contain five subunits, 
two α, and one of each other (2α1β1γδ). The protein family of α subunits contain 9 
members, and that of β subunits four members. Their combinations originate a large 
number of different receptors with specific distribution in the nervous system. 
Neural nicotinic receptors can be classified in two main groups, the first one are 
receptors inhibited by α-bungarotoxin and containing exclusively the α7 and α8 
subunits, originating homomeric receptors (5α7 or 5α8). The second group of neural 
nicotinic receptors is not sensitive to α-bungarotoxin, but they are activated by 
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epibatidine. They contain a larger variety of α and β subunits and the combination α4/β2 
is very frequent. 
Both neural nicotinic receptors when stimulated allow the Ca2+ and Na+ 
entrance, originating a membrane depolarisation and subsequently the exocytotic release 
of neurotransmitters. Nicotinic receptors are widely distributed in mammalian brain, and 
their localisation in nerve terminals is mainly presynaptic. There, they facilitate, 
potentiate or induce the neurotransmitter release of the acetylcholine itself, or other 
neurotransmitters, such as glutamate, noradrenaline or GABA. Special mention deserves 
the facilitation of dopamine release from striatum/nucleus accumbens that provide a 
plausible explanation on tobacco smoking addiction. This wide effect on secretion 
potentiation carried out by acetylcholine via nicotinic receptors could explain the fatal 
consequences derived from the cholinergic neurones lost, as it is the case in Alzheimer 
disease. 
The presence of nicotinic receptors in isolated nerve terminals was studied by 
microfluorescence coupled to video imaging, measuring the Ca2+ entrance with a 
fluorescent die, as it was also done for the ATP and ApnA ionotropic receptors. At the 
same terminals by immunohistochemical studies, the presence of the P2X3, subtype of 
ATP receptors was shown. ATP and Ap5A were able to induce the release of 
acetilcholine from rat midbrain synaptic terminals. These results corroborate the idea of 
a certainly complex cross-talk between nucleotide and nicotinic receptors at the same 
presynaptic terminals, with relevant consequences for neural functioning and future 
pharmacology. 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 Era difícil de imaginar que las hojas traídas por Colón del Nuevo 
Mundo, conocidas como “tabaco”, y con los mismos usos que en la 
actualidad, alcanzarían tan amplia difusión y consumo. En la primera 
mitad del siglo XVI su cultivo se extiende por los países del Sur de 
Europa, llegando las semillas de tabaco a Francia, a la corte de la reina 
regente Catalina de Médicis a través de Jean Nicot, a la sazón embajador 
en  Lisboa, y origen del nombre de Nicotinana tabacum dado a la planta.  
Los efectos del tabaco despiertan el interés por conocer sus 
principios activos, y es a finales de este mismo siglo XVI, cuando se 
obtienen y emplean, extractos crudos de la planta. No es de extrañar que 
sea uno de sus principales componentes, la nicotina, purificado en fecha 
tan temprana como 1828. Este alcaloide, uno de los pocos que es líquido 
y fácilmente volátil demuestra ser un poderoso neurotóxico. La fórmula 
molecular se establece en 1843, y la síntesis química en 1904, pero serían 
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necesarios todavía muchos años para comprender su mecanismo de 
acción, pues la acetilcolina todavía no se había descubierto.  
La historia de la nicotina ha corrido pareja a los grandes 
descubrimientos en el campo de la neurotrasmisión durante los últimos 
ochenta años. El reciente descubrimiento de nuevos receptores sensibles a 
esta substancia dentro del sistema nervioso central ha puesto a la nicotina 
en el punto de mira de nuevas aproximaciones terapéuticas en el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, como el mal de 
Alzheimer o la enfermedad de Parkinson.  
Tal vez ahora, después de cinco siglos, y sobre la base de las 
características de los receptores nicotínicos cerebrales se pueda llegar a 
comprender porque resulta tan difícil dejar de fumar. 
 
ACETILCOLINA Y SUS RECEPTORES. 
 
La existencia de un mediador químico, que se libera al medio al 
estimular el nervio vago y capaz de disminuir el latido cardiaco fue 
postulada por el fisiólogo alemán Otto Loewi en 1921. Esta sustancia fue 
caracterizada químicamente en 1929 y se la denomina acetilcolina, pues 
su estructura química resulta ser de gran simplicidad, un éster del ácido 
acético y la colina (figura 1). Se inicia aquí, la gran aventura científica de 
la señalización química de una célula a otra y del descubrimiento de los 
neurotransmisores. Los efectos de la nicotina se deben a que pueden 
reproducir, pero con mucha mas intensidad y duración las acciones del 
neurotransmisor acetilcolina, sobre algunos de sus receptores específicos. 
 
 Figura 1.- Estructura de la acetilcolina, nicotina y epibatidina. 
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La caracterización de dos grandes grupos de receptores de 
acetilcolina se realiza tempranamente gracias a la existencia de dos 
agonistas diferenciales, la nicotina que es específica de los receptores 
colinérgicos nicotínicos y la muscarina, aislada de la Amanita muscaria, 
que es específica de los receptores colinérgicos muscarínicos (Para 
revisión ver: Siegel y col 1999). 
Los receptores muscarínicos de acetilcolina forman una familia de 
receptores de membrana de los que existen cinco subtipos, M1, M2, M3, 
M4 y M5, todos ellos son metabotrópicos, tienen siete hélices 
transmembranares y están acoplados a diferentes proteínas G. Cada uno 
de ellos tiene su propia farmacología y distribución, siendo capaces de 
modular respuestas tempranas y tardías en la células en que se encuentran 
localizados. Pero la descripción de las funciones y mecanismos de 
señalización de los receptores muscarínicos, así como su farmacología se 
escapan  del objetivo de este articulo, en el que nos centraremos en los 
receptores nicotínicos. 
Los receptores nicotínicos de la acetilcolina fueron los primeros 
receptores ionotrópicos en ser purificados y clonados. Estos receptores 
también conocidos como canales operados por ligando, se abren al unirse 
el neurotransmisor, a diferencia de los que se abren como consecuencia de 
un cambio en el voltaje de la membrana celular, conocidos como canales 
operados por voltaje. Estos canales operados por ligando hacen entrar 
gran cantidad de iones y cambian el potencial de la membrana 
rápidamente, llevando a una inmediata respuesta celular, son los que se 
denomina neurotrasmisores rápidos, para contraponerlos a los que actúan 
a través de proteínas G, también denominados metabotrópicos, ó lentos. 
La caracterización de los receptores nicotínicos contó con la ayuda 
del pez torpedo, Torpedo marmorata, por la gran abundancia de 
receptores que tiene en la placa motora de su órgano eléctrico. Estos 
receptores resultaron ser equivalentes de los receptores nicotínicos 
presentes en la unión neuromuscular de todos los vertebrados, incluido el 
ser humano. La acetilcolina al unirse a este receptor, permite el paso de 
gran cantidad de iones Na+ y un poco de Ca2+, causando una rápida 
despolarización de la membrana plasmática. 
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En la unión neuromuscular, los receptores nicotínicos están 
constituidos por cinco subunidades: dos α1, una β1, una γ y una δ 
(2α1,β1,γ,δ). Cada una de estas subunidades son de hecho familias 
compuestas por varias proteínas con alto nivel de homología, así de las α 
se han clonado nueve tipos diferentes (α1-α9), de las β cuatro (β1-β4), y 
una respectivamente de las γ, δ y ε. Cada una de estas subunidades tiene 
una estructura con cuatro hélices transmembranares. Los sitios de unión a 
la acetilcolina se encuentran en las subunidades α, que tienen dos 
residuos de cisteína próximos entre si y necesarios para el reconocimiento 
del agonista. El resto de las subunidades carece de estos elementos y no 
puede unir la acetilcolina (figura 2). La función de cada uno de los 
aminoácidos en las distintas subunidades ha sido estudiada mediante 
mutagénesis dirigida y realizada en gran medida por el grupo de Jean 
Pierre Changeux ( LeNovere y Changeux 1995).  
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 Figura 2.-  Representación del receptor nicotínico.  
Parte superior, estructura general de todas las subunidades, conteniendo cuatro 
hélices transmembranares  
Parte media, pentamero, conteniendo cinco subunidades. La hélice dos, TM2, es la 
que forma parte del poro del canal en todas las subunidades. Esta representado un 
receptor nicotínico neural α4/β2  
Parte inferior, receptor cerrado/ receptor abierto. La union del efector, acetilcolina ó 
nicotina produce la apertura del canal y la entrada de Ca2+>>>Na+, que producen la 
despolarizacion inicial de la membrana plasmatica.  
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La combinación de subunidades puede originar múltiples 
receptores con propiedades diferentes, pero la cuestión aquí es conocer 
cuales de estas combinaciones son mas frecuentes en el sistema nervioso 
central y cual es su localización precisa. Esto permitirá conocer el alcance 
de sus disfunciones y sus posibilidades terapéuticas. 
 
DISTRIBUCIÓN DE LAS NEURONAS COLINÉRGICAS EN CEREBRO. 
 
 Antes de describir la funcionalidad de los receptores nicotínicos en 
cerebro es necesario reseñar brevemente la distribución de las neuronas 
colinérgicas. Los primeros mapas de distribución cerebral se obtuvieron 
mediante técnicas inmunohistoquímicas, utilizando anticuerpos contra el 
enzima de degradación, la acetilcolinesterasa, que resultaron muy poco 
fiables por la amplia y poco específica distribución de este enzima. La 
utilización de anticuerpos contra el enzima de síntesis, la colina 
acetiltransferasa, ha permitido visualizar con claridad la organización de 
los ejes colinérgicos del cerebro. Recientemente el empleo de anticuerpos 
contra el transportador vesicular de acetilcolina, ha permitido una mejor 
definición de las terminales sinápticas donde la acetilcolina es el 
neurotransmisor. Los estudios de hibridación in situ con sondas para los 
ARNm del enzima de síntesis, ha permitido definir con una mayor 
claridad los cuerpos neurales, de este modo se dispone hoy en día de un 
preciso mapa colinérgico cerebral (figura 3) (Perry y col. 1999) 
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 Figura 3.- Distribución de neuronas colinérgicas en cerebro. 
 Se pueden observar las neuronas de axones cortos fundamentalmente en el 
estriado y las vías colinérgicas de áxones largos y grandes proyecciones ( 
modificado de Perry y col 1999).  
a.- La vía colinérgica mas prominente tiene los cuerpos neurales en zonas de los 
núcleos basales y el septum, y sus prolongaciones axonicas van al tálamo, otros 
núcleos del cerebro anterior, hipocampo y amígdala, para finalmente inervar el 
cortex frontal, parietal, occipital y temporal. 
b.- La vía colinergica que sale del tronco del encéfalo de los núcleos pontinos, 
proyecta sus axones al tálamo, habénula y tambien al cortex pero en menor medida.  
c.- La vía colinérgica que sale de la zona próxima al locus ceruleus inerva el 
cerebelo.  
La distribución y morfología de las neuronas colinérgicas es muy 
ariada, las que tienen axones cortos se pueden considerar como 
nterneuronas, son muy abundantes en el estriado donde establecen una 
strecha relación funcional con las neuronas dopaminérgicas, cuyas 
erminales son muy abundantes en esta zona. Los núcleos de los pares 
raneales tienen también abundantes interneuronas colinérgicas, lo mismo 
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que toda la medula espinal. Otras interneuronas colinérgicas se 
encuentran en la corteza cerebral de los roedores, pero no tienen su 
equivalente en primates.  
 Las vías cerebrales colinérgicas con axones largos tienen una 
localización mas difusa que las aminérgicas, y no siempre sus cuerpos 
celulares se corresponden con núcleos definidos. Destacaremos en primer 
lugar la vía colinérgica que sale de la base del cerebro anterior, cuyos 
cuerpos celulares se extienden por el septum, la banda diagonal de Broca, 
el pallidum ventral y sobre todo el núcleo basal de Meynert. Estas 
neuronas extienden sus axones hasta el bulbo olfativo, el cortex la 
amígdala y el hipocampo, quedando toda la vía del sistema de 
recompensa cerebral bajo su influencia. Una disminución de la 
funcionalidad de esta vía parece ser el origen de disfunciones cerebrales, 
como el Alzheimer, la demencia asociada con aparición de cuerpos de 
Lewy, e incluso alguna variante de Parkinson. Es de destacar que el 
núcleo basal de Meynert, que consta de unas 200.000 neuronas,  a cada 
lado del cerebro del individuo sano, suele perder hasta un 90% de sus 
neuronas en enfermos de Alzheimer. 
 Una segunda vía colinérgica tiene sus cuerpos neurales localizados 
mas caudalmente, en la zona del mesencéfalo y del núcleo tegmental 
lateral, en el suelo del cuarto ventrículo. Los axones de este sistema 
inervan el tálamo, hipotálamo, prácticamente todos los núcleos del 
cerebro medio, la habénula etc. Su relevancia en enfermedades 
neurodegenerativas es todavía discutida. 
 Finalmente, el núcleo vestibular del tronco del encéfalo, envía 
inervacion colinérgica al cerebelo, su importancia en el aprendizaje y 
control del movimiento esta por definir. 
  
TIPOS Y FUNCIONALIDAD DE RECEPTORES NICOTÍNICOS PRESENTES EN 
CEREBRO. 
 
 Los receptores ionotrópicos de la acetilcolina presentes en cerebro 
son mas sencillos que los de la unión neuromuscular, y están constituidos 
solamente por subunidades α y β. Esta sencillez es solo aparente pues hay 
hasta siete subunidades α y tres β diferentes que pueden formar múltiples 
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combinaciones. En la tabla 1 se indican las combinaciones de 
subunidades mas frecuentes en los receptores nicotínicos cerebrales y sus 
propiedades farmacológicas (Deneris y col. 1991). 
 
 TABLA 1 
Características de los receptores nicotínicos 
Nomenclatura Músculo Neural 
 
 
 
Agonistas 
 
 
Antagonistas selectivos 
 
 
 
Efecto 
 
 
 
Información estructural 
subunidades 
 
Receptores purificados, o 
identificados in vivo 
 
 
 
 
 
 
Receptor más abundante 
(sensible a α-
bungarotoxina) 
 
Ach, Nicotina 
 
 
α-bungarotoxina 
(+)-tubocuranina 
 
 
Internalización de 
cationes 
(Pca/PNa0.2-1) 
 
α1,β1, γ, δ, ε 
 
 
α12β1γδ (embrionario) 
α12β1εδ (adulto) 
(sensible a α-
bungarotoxina) 
 
ACh, Colina, Nicotina 
 
 
α-bungarotoxina 
metilcaconitina 
 
 
Internalización de 
cationes 
(Pca/PNa6-20) 
 
α7, α8 
 
 
α7 y α8 
homopentaméricos 
α7/ α8 
heteropentaméricos 
 
 
 
 
α7 homopentamérico, 
presináptico 
(no (sensible a α-
bungarotoxina 
 
Ach, Nicotina, 
Epibatidina 
 
Dihidro-β-eritroidina 
Hexametonio* 
Mecamilamina* 
 
Internalización de 
cationes 
(Pca/PNa0.5-6) 
 
α1,α2,α3,α4,α5,α6, β2, 
β3, β4 
 
α3β4, α3β4α5 
(sinapsis del ganglio 
autónomo y SNC) 
α4β2, α4β2α5 
(SNC y ganglio sensorial) 
α3β2β4β3, α3β2β4α5 
(Cerebelo) 
 
α4β2 presináptico 
Modificado de T.I.P.S. 1999. Receptor & ion channel nomenclature supplement 
(*) = Bloquean el canal. 
 
 Existen dos grandes grupos ó tipos de receptores neurales, que se 
definen en base a la capacidad inhibitoria del veneno de la cobra, 
Bulgarus multicinthus, la α bungarotoxina, y la capacidad agonista de la 
epibatidina, poderoso neurotóxico aislado de la piel de la rana ecuatoriana 
Epidedobates tricolor. La epibatidina mantiene cierta semejanza 
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estructural con la nicotina, como puede observarse en la figura 1, es 
además notorio destacar que es uno de los pocos productos naturales que 
contiene un átomo de cloro en su estructura. 
 El primer gran grupo de los receptores neurales está constituido 
exclusivamente por subunidades α7 y α8, que son los únicos que pueden 
ser homopentámeros (5α7 y 5α8) y se reconocen por ser inhibidos por la 
α-bungarotoxina y no ser susceptibles de activación por epibatidina. Los 
receptores del tipo 5α7, son los mas abundantes y su presencia ha sido 
descrita en sistema nervioso periférico en ganglios simpáticos y 
parasimpáticos, y lamina x de la medula espinal. En el sistema nervioso 
central este tipo de receptores tiene una amplia distribución, 
encontrándose en todos los lugares donde ha sido estudiado: las 
interneuronas del estriado, la vía del cerebro 
medio/tálamo/estriado/núcleo accumbens, núcleo geniculado lateral etc. 
Recientemente se ha descrito su presencia en el lóbulo temporal e 
hipocampo, cortex prefrontal etc. En muchos de estos modelos se ha 
conseguido demostrar que tienen una localización presináptica. Esta 
localización junto con el dato de que su permeabilidad a Ca2+, que es la 
mayor de todos los receptores nicotínicos, puede explicar su función 
facilitando ó induciendo la propia secreción, o la secreción de diferentes 
transmisores. Algunos ejemplos son el incremento de la liberación de 
acetilcolina en los ganglios simpáticos y parasimpáticos, y algunas áreas 
del cortex cerebral y del cerebelo. El incremento en la liberación de 
glutamato también ha sido demostrado en una serie de núcleos, como  el 
de la habénula, tálamo, núcleo geniculado lateral, bulbo olfativo etc. Los 
receptores α7 presinápticos pueden igualmente controlar a nivel 
presináptico la liberación de noradrenalina en muchas áreas del cerebro 
medio (McDermott y col. 1999; Meir y col. 1999). 
 El segundo gran grupo de receptores neurales es insensible a la 
inhibición por α-bungarotoxina y activado por epibatidina. Es de hecho 
un grupo muy heterogéneo de receptores donde pueden intervenir las 
subunidades α2, α3, α4, α5 y α6; y las subunidades β2, β3 y β4. Entre 
las combinaciones mas abundantes se encuentran α3β4 y α4β2. La 
subunidad α4 esta ampliamente distribuida por el estriado, donde ejerce 
un poderoso control de la secreción de dopamina. Una posible explicación 
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del poder adictivo de la nicotina reside en su capacidad para liberar 
dopamina en el núcleo accumbens y otras zonas de la vía de recompensa 
cerebral. El incremento de la liberación de GABA de las interneuronas del 
estriado y de otras del tálamo y cerebro medio, así como la liberación de 
noradrenalina del locus coeruleus están bajo el control de los receptores 
presinápticos nicotínicos, fundamentalmente conteniendo las subunidades 
α4β2 (Wonnacott 1997, Gallardo y Leslie 1998;  McDermott y col 1999).  
 La capacidad de la nicotina de inducir la secreción generalizada de 
casi todos los neurotransmisores ha llevado a su utilización en pacientes 
de Alzheimer, observándose que incrementa su capacidad de atención y 
comportamiento inmediato, pero no tiene efecto sobre la memoria 
perdida. Aproximaciones similares y búsqueda de agonistas nicotínicos 
apropiados se está realizando en los distintos tipos de enfermedad de 
Parkinson y en la demencia con presencia de cuerpos de Lewy (Perry y 
col 1999).  
 Las técnicas de biología molecular han permitido generar ratones 
mutantes en donde faltan una o dos de las subunidades de los receptores 
nicotínicos. Estos ratones son viables, se reproducen y suplen unas 
subunidades por otras con gran facilidad y plasticidad. Los ratones con 
bloqueo del gen que codifica la subunidad α4, muestra una reducida 
capacidad de unión de epibatidina a cortes de cerebro y la capacidad 
antinociceptiva de la nicotina y de la epibatidina muy reducida. Esto 
confirma la potencialidad de los receptores nicotínicos que contienen esta 
subunidad como posibles dianas farmacológicas en el tratamiento del 
dolor y la búsqueda de agonistas específicos y poco tóxicos (Marubio y 
col 1999).  
 Otro aspecto poco resaltado del receptor nicotínico α4β2, es su 
sensibilidad a los anestésicos generales volátiles que interaccionan con 
este receptor con mucha mas afinidad que con el receptor de GABA, el 
cual era considerado como la principal diana farmacológica de estos 
compuestos. Estrechamente relacionados con el sitio de unión de los 
anestésicos volátiles están los sitios de unión de los neuroesteroides, 
poderosos tranquilizantes naturales y cuya farmacología esta por 
desarrollar (Perry y col 1999).  
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INTERACCIONES DEL SISTEMA PURINÉRGICO Y COLINÉRGICO A NIVEL 
PRESINÁPTICO. 
  
 La acetilcolina lo mismo que las aminas neurotransmisoras 
(noradrenalina, dopamina, serotonina e histamina) están coalmacenadas 
en vesículas de secreción con ATP y otros nucleótidos y dinucleótidos y 
son liberadas al medio extracelular previa estimulación y despolarización 
de las terminales sinápticas (Richardson y Brown,1987, Rodriguez del 
Castillo y col 1988; Pintor y col 1991 y 1992).  
 El conocimiento de los receptores nicotínicos, es muy amplio, 
debido a que han sido objeto de estudio durante muchos años. No es este 
el caso de los receptores de nucleotidos, los cuales han sido los últimos en 
aparecer en la escena de la neurotransmisión, por la dificultad de su 
estudio. Estos receptores denominados purinérgicos P2, tienen dos 
grandes familias, la de los receptores P2Y , que son metabotrópicos y la 
de los P2X que son ionotrópicos (para revisión ver. Ralevic y Burnstock, 
1998). En este trabajo presentaremos solamente datos de las interacciones 
de receptores P2X y P4, que son respectivamente ionotrópicos de ATP y 
de ApnA, con el sistema colinérgico. 
En nuestro laboratorio tenemos amplia experiencia en los 
receptores de nucleotidos y dinucleotidos que se encuentran localizados a 
nivel presinaptico, en donde hemos caracterizado la presencia de 
receptores ionotropicos de ATP , denominados P2X y de receptores 
ionotrópicos específicos para diadenosina polifosfatos denominados P4 
(Pintor y Miras-Portugal 1995, Miras-Portugal 1997, Miras-Portugal y col 
1999). Trabajos de otros autores han demostrado que los receptores de 
nucleótidos pueden influenciar la liberación de neurotransmisores y 
concretamente la liberación de glutamato de las sinapsis de neuronas 
sensitivas, mediada a través de receptores P2X (Gu y Macdermott, 1997).   
 La pregunta que nos planteamos conociendo los datos 
anteriormente citados, era saber si los receptores de ATP presinápticos 
podían inducir la secreción de acetilcolina y si ambos receptores, P2X y 
nicotínicos, coexistían en las mismas terminales.   
 Los estudios se realizaron en terminales sinápticas purificadas de 
cerebro medio de rata, que son muy abundantes en terminales 
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colinérgicas. En estas mismas terminales fue donde por primera vez se 
demostró la presencia de receptores de ATP -P2X- y de ApnA -P4- 
funcionales (Pintor y Miras-Portugal 1995). 
 
 
 En la figura 4-a se observa como las terminales de cerebro medio 
de rata responden a nicotina con una poderosa entrada de calcio del medio 
extrasynaptosomal. La respuesta a nicotina se ve ampliamente 
influenciada por la presencia en el medio de otros efectores, como la 
propia acetilcolina liberada durante la preparación de los sinaptosomas. 
La eliminación de acetilcolina con acetilcolinesterasa, desplaza la curva 
dosis respuesta a la izquierda y aparece el sitio de muy alta afinidad con 
valor de EC50 de 38,6 pM. (¡3,8 x 10-11M!). Esta elevada afinidad permite 
explicar por que la minúscula cantidad de nicotina inhalada al fumar tiene 
un efecto potencial en la secreción a nivel presináptico y los fumadores se  
 Figura 4.-  Curvas de dosis respuesta de nicotina y epibatidina en terminales 
sinápticas de cerebro medio de rata. Secreción de acetilcolina inducida por ATP y 
diadenosina polifosfatos. 
a.- Curva de dosis respuesta para la (+) Epibatidina en terminales sinápticas de 
cerebro medio de rata. Los sinaptosomas fueron obtenidos siguiendo el protocolo 
descrito por Pintor y Miras Portugal (1995). Se muestra los incrementos en el Ca2+ 
intrasinaptosomal producidos al estimular los sinaptosomas con (+) Epibatidina en un 
rango de concentración de 10-12 a 10-9 M. La EC50 obtenida fue de 60 pM. Los datos 
presentados son la media ± la S.D. tres experimentos en duplicado. 
 
b.- Los (z) muestra la curva de dosis respuesta a nicotina en ausencia de AChE, 
mientras que en () se representa los incrementos en el Ca2+ intrasinaptosomal 
producidos por la nicotina cuando los sinaptosomas fueron preincubados con 0.3 U de 
acetilcolinesterasa (AChE) durante 2 min. antes de la aplicación de nicotina. Las EC50 
obtenidas fueron de 7.93±0.77 µM y de 38.6±2.3 pM respectivamente. Los datos 
presentados son la media ± S.D. de cuatro experimentos en triplicado. 
 
c.- Las medidas de ACh se realizaron siguiendo la técnica luminométrica descrita por 
Israel y Lesbats (1981). En las barras blancas se muestra la liberación de ACh al 
estimular las terminales sinápticas de cerebro medio de rata con ATP y Ap5A. El 
100% de liberación de ACh por ATP corresponde a 38.6 pmoles/mg. de proteína, 
mientras que para el Ap5A es de 47.8 pmoles/mg de proteína. En las barras negras se 
representa la liberación de ACh por ATP y Ap5A cuando el Ca2+ extrasinaptosomal es 
eliminado del medio. 15 
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encuentran mas ágiles mentalmente. La curva dosis respuesta para  
epibatidina, con entrada de calcio, se muestra en la figura 4-b lo que 
demuestra la presencia de un receptor nicotínico de tipo α4β2 o similar, 
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que es funcional en la terminal presináptica. La afinidad por la 
epibatidina, con una EC50 de 60 pM (¡6 x 10-11M!) sin necesidad de 
eliminar la acetilcolina presente en el medio, nos da idea de la 
peligrosidad de esta substancia como potencial neurotóxico, y de sus 
posibilidades como modelo para diseñar nuevos fármacos.  
En estas mismas terminales el ATP y los diadenosina polifosfatos 
son capaces de activar especificamente sus receptores y provocar la 
liberación exocitótica de acetilcolina, solamente cuando el Ca2+ esta 
presente en el medio, como se muestra en la figura 4-c. Estos resultados 
confirman que hay receptores funcionales para nucleótidos y 
dinucleótidos en las terminales colinérgicas en lo que se refiere a la 
secreción de acetilcolina.  
 Figura 5.- Estudios de respuesta en sinaptosomas unicos aislados. Respuesta a 
nicotina y ApnA. En la imagen de la derecha se observan las terminales nerviosas 
pegadas a un cubreobjetos con poli-L-lisina y marcados con anticuerpos anti-
sinaptofisina. La escala de pseudocolor representa la intensidad de F400 (bajo y alto 
Ca2+ intrasinaptosomal).  
En la gráfica de la izquierda se muestra los cambios de fluorescencia que con respecto 
al tiempo sufre la terminal sináptica (indicada en la imagen de la derecha), cuando es 
estimulada con Ap5A 100 µM, nicotina 100 µM y K+ 30 mM. Las zonas donde se 
aplicaron las diferentes sustancias están indicadas mediante barras sólidas en la parte 
superior del registro. Así mismo se tomó una imagen del sinaptosoma analizado en 
los momentos previos y posteriores a las diferentes estimulaciones, así como durante 
la misma. 
Para realizar este estudio, los sinaptosomas fueron cargadas con la sonda fluorescente 
FURA-2 durante una hora a 37 Cº. Posteriormente los sinaptosomas fueron limpiados 
con una solución salina y montados en una pequeña cámara de perfusión en la platina 
de un microscopio Nikon TE-200. Los sinaptosomas fueron excitados a 2 longitudes 
de onda diferentes (380 y 400 nm) y la fluorescencia fue recogida a 510 nm (prisma 
dicróico de paso de banda, 430 nm) a través de un objetivo Nikon fluor X 100, 1.3 
NA. Imágenes de 12 bites fueron tomadas cada 822 mílisegundos (alternativamente a 
las dos longitudes de onda a las cuales fueron excitados los sinaptosomas) mediante 
una cámara Hamamatsu C4880-80CCD, controlada por el software Kinetic (UK). El 
registro temporal representa la media de la intensidad de luz en una terminal sináptica 
delimitada por una región elíptica.  
Posteriormente los sinaptosomas fueron fijados mediante paraformaldehido al 4%, y 
marcados con anticuerpos anti-sinaptofisina de ratón. Posteriormente, se revelaron 
con anticuerpos anti-ratón marcados con fluoresceina.  17 
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Queda no obstante una pregunta fundamental: ¿Coexisten los 
receptores ionotrópicos de nucleótidos y los nicotínicos en las mismas 
terminales presinápticas?. La respuesta requiere una metodología 
ciertamente sofisticada, que se basa en vídeo imagen asociada a 
fluorimetría. Esta técnica perfeccionada en nuestro laboratorio, permite 
visualizar  las terminales sinápticas y seguir la variación de la 
fluorescencia, para las sondas de Ca2+, como fura –2 (Miras-Portugal y 
col. 1999). Como puede verse en la figura 5 las terminales sinápticas 
adheridas a un soporte mediante cemento intercelular, pueden ser 
perfundidas con diversas substancias en una micro cámara de perfusión. 
Las terminales responden bien a nicotina, con entrada de calcio, como 
corresponde a receptores nicotínicos neurales y también a  ATP con 
entrada de calcio por tratarse de un receptor ionotrópico. Las 
posibilidades que se abren a esta metodología son esperanzadoras, pues 
permitirán visualizar la interacción de fármacos en sus lugares específicos 
de acción. 
 
CONCLUSIONES 
 
 Es bien cierto que para poder estudiar las acciones de los 
neurotransmisores y de su farmacología y toxicología asociada, se 
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requieren modelos simples que permitan preguntas sencillas y den 
respuestas fáciles de interpretar. No obstante, hace mucho tiempo que se 
sabe que en una terminal sináptica existe mas de un transmisor, o co-
transmisor. La acetilcolina y el ATP constituyen un par de obligada 
presencia en las vesículas colinérgicas, con liberación igualmente 
conjunta. La presencia de receptores nicotínicos presinápticos y su 
indudable importancia en la regulación de las secreciones neurales tiene 
ahora una segunda parte, la presencia conjunta de receptores ionotrópicos 
de nucleótidos en las mismas terminales. Un esquema de la “nueva” 
terminal colinérgica, que debería llamarse colinérgica/purinérgica, se 
presenta en la figura 6. Las posibilidades que este tipo de sinapsis abre a 
la farmacología neural y sobre todo a las disfunciones por  
escasez de secreción; situaciones que ocurren en el envejecimiento y 
enfermedades neurodegenerativas, tiene en este modelo otro punto de 
partida. 
 19 
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Figura 6.- Esquema del funcionamiento de la sinapsis purinergica /colinergica. La 
estimulación de una terminal colinérgica induce la liberación conjunta de todas las 
substancias almacenadas: acetilcolina, ATP y diadenosina polifosfatos (ApnA). 
Estos compuestos actúan respectivamente sobre los receptores nicotínicos, 
purinergicos P2X y de diadenosina polifosfatos ( P4). Todos ellos son receptores 
ionotropicos donde entra de preferencia el ion Ca2+, lo que incrementa la función 
exocitótica de la terminal, que requiere este ion para la fusión de la vesícula a la 
membrana presináptica.  
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